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乳汁代谢组学结合生物靶标网络分析探究驴胶补血颗粒改善大鼠

产后气血双虚的作用机制
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摘要: 通过乳汁代谢组学结合生物靶标网络分析探究驴胶补血颗粒 (Lvjiaobuxue Granule, LBG) 改善大鼠产后

气血双虚 (postpartum Qi and blood deficiency) 的作用机制。本研究通过检测行为学指标、血常规参数、免疫器官指

数及乳汁免疫球蛋白G (immunoglobulin G, IgG) 评价LBG改善大鼠产后气血双虚的作用; 结合LC-MS乳汁代谢组

学筛选差异代谢物, 运用生物靶标网络分析预测关键成分−靶点−通路关系, 并通过分子对接验证相互作用。本研

究动物实验遵循山西大学科学研究伦理委员会的规定并通过动物实验伦理审查 (批号: SXULL2023022)。结果显

示, LBG显著改善了产后气血双虚模型大鼠的行为学异常、血常规参数降低、免疫器官损伤及乳汁 IgG下降 (P < 

0.05、P < 0.01); 鉴定出 20种内源性差异代谢物, 涉及氨基酸、脂肪酸和核苷酸类等; 生物靶标网络分析显示LBG中

关键成分木犀草素、咖啡酸、阿魏酸可能分别通过调控CYP19A1、CYP1A1、CYP1A2和CYP3A4核心靶点, 影响乳

汁中亚油酸内源性代谢物变化, 调节类固醇激素生物合成来发挥其改善产后气血双虚的作用; 分子对接证实关键成

分与靶点蛋白具有强结合活性。本研究表明LBG通过多成分协同调控CYP酶介导的亚油酸代谢重编程及类固醇

激素生物合成通路改善大鼠产后气血双虚。
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Abstract: To explore the mechanism of Lvjiaobuxue Granule (LBG) in improving postpartum Qi and blood 

deficiency in rats through milk metabolomics combined with biological target network analysis, the model of 

postpartum Qi and blood deficiency in rats was established by "orbital bloodletting combined with exhaustive 

swimming under negative gravity". The behavioral indexes, blood routine parameters, immune organ index and 

changes of immunoglobulin G (IgG) in milk of rats were detected to evaluate the improvement effect of LBG on 

postpartum Qi and blood deficiency in rats. LC-MS milk metabolomics was applied to find the differential 

metabolites in the milk of rats with postpartum Qi and blood deficiency model regulated by LBG. Combined with 

biological target network analysis, the material basis of the efficacy, action targets and signaling pathways of LBG 

in improving postpartum Qi and blood deficiency were predicted, and molecular docking was used for verification. 

The animal experiments in this study were conducted in compliance with the regulations of the Scientific Research 
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Ethics Committee of Shanxi University and approved by the Animal Experimentation Ethics Review (approval 

No.: SXULL2023022). LBG significantly improved the abnormal behavior, decreased blood routine parameters, 

immune organ damage and decreased IgG in milk of rats with postpartum Qi and blood deficiency model (P < 

0.05, P < 0.01). Twenty endogenous metabolites were found to be differential in milk, serving as potential 

biomarkers for LBG to improve postpartum Qi and blood deficiency in rats, and these metabolites mainly included 

amino acids, fatty acids and nucleotides, etc. Biological target network analysis showed that its potential 

mechanism might be related to the signaling pathway of steroid hormone biosynthesis. The key components in 

LBG, luteolin, caffeic acid and ferulic acid, might respectively regulate the core targets of CYP19A1, CYP1A1, 

CYP1A2 and CYP3A4, affect the changes of linoleic acid endogenous metabolites in milk, and regulate the 

biosynthesis of steroid hormones to play its role in improving postpartum Qi and blood deficiency. In addition, the 

results of molecular docking showed that the three key components in LBG had significant binding effects with 

their core targets. LBG may affect the linoleic acid level in milk by regulating CYP19A1, CYP1A1, CYP1A2 and 

CYP3A4 with luteolin, ferulic acid and caffeic acid respectively, and then regulate the signaling pathway of steroid 

hormone biosynthesis to improve postpartum Qi and blood deficiency in rats.

Key words: Lvjiaobuxue Granule; postpartum Qi and blood deficiency; rat milk sample; metabolomics; 

biological target network analysis

产后气血双虚是由产程失血及体力消耗引发的元

气耗损与阴血亏虚的病理综合征, 典型临床表现包括

面色苍白或萎黄、持续性疲劳及心悸气短, 进而导致贫

血、泌乳功能障碍[1]、内分泌稳态失衡及身心应激反应, 

对子代生长发育构成潜在风险。随着国家二胎、三胎

生育政策调整, 高龄产妇群体比例显著上升, 产妇分娩

及产后气血双虚状态的生理性复常已引起临床高度重

视, 然而针对该病征的防治体系尚不完善, 同时也缺乏

有效且安全可靠的干预措施。当前产后气血双虚的治

疗多以食补为主, 但食补改善产后气血双虚起效较为

迟缓, 且产妇在产后身体虚弱, 胃肠功能尚未恢复, 食

用补气血的油腻、滋腻食物, 易因消化不良造成食物潴

留, 加重胃肠负担, 引发胃肠功能紊乱。而中药复方基

于辨证论治的精准治疗体系对于各种虚证均有较好的

改善作用, 补血益母丸可以改善小鼠气血双虚[2], 九味

补血口服液能够提升血虚证小鼠造血功能[3], 以及生脉

饮用于脾虚证的治疗等[4]。驴胶补血颗粒 (Lvjiaobuxue 

Granule, LBG) 组方采用阿胶配伍黄芪、党参及白术补

气要药, 结合熟地黄、当归养血药材, 具有补血、益气、

调经等作用, 临床多用于中医“虚劳病”气血双虚证的

治疗。现代研究表明, 该药物对白细胞减少症、溶血性

贫血、再生障碍性贫血等疾病具有明确疗效[5-7], 但针对

产后气血双虚的作用及其机制研究文献报道较少。

产后气血双虚常导致泌乳功能障碍, 直接影响子

代早期发育, 而乳汁作为母体向子代传递营养与生物

活性物质的核心载体, 其代谢特征是反映产妇气血状

态与泌乳功能的关键指标[8]。当前, 产后气血双虚的

研究多局限于血清生化或母体组织, 缺乏对“气血−泌
乳−子代”关联的深入解析。本研究选择大鼠乳汁作

为核心样本, 通过代谢组学技术挖掘母体气血双虚在乳

汁中的微观表征, 既为阐明驴胶补血颗粒改善大鼠产后

气血双虚的作用机制提供独特切入点, 亦为评估中药

复方对母子健康的整体调节效应建立新的研究范式。

代谢组学对生物体内所有小分子代谢物进行定性

定量分析, 发现其变化规律[9], 但代谢组学仅能捕捉到

疾病及其治疗所导致的最终阶段变化。传统的网络药

理学用于预测中药复方中生物活性化合物的靶点与特

定病理状态下相关的多个基因之间的相互作用[10], 然

而其应用范围仅局限于预测潜在的化合物与靶点间的

配对关系, 以及对预测通路进行分析。因此本研究采

用代谢组学联合生物靶标网络分析, 探究产后气血双

虚模型大鼠乳汁中内源性差异代谢物的改变以及差异

代谢物之间的调控关系, 并探究驴胶补血颗粒改善产

后气血双虚的具体作用机制。

本研究采用“眼眶放血联合负重力竭游泳”综合造

模法构建产后气血双虚大鼠模型, 以驴胶补血颗粒为

干预药物, 通过一般外观状态、行为学检测指标、血常

规检测指标、生化指标和脏器指数评价药效作用, 并结

合血清代谢组学、乳汁代谢组学及网络药理学多靶点

调控分析从“活性成分−靶点−代谢通路”三方面出发, 

挖掘驴胶补血颗粒改善大鼠产后气血双虚的潜在作用

机制, 为拓展其在产后康复领域的临床适应症提供实

验依据。

材料与方法

动物 SD 孕鼠 (SPF 级 , 孕 14～16 日龄) 购自北

京维通利华实验动物技术有限公司 , 合格证号为

SCXK (京) 2021-0011。饲养温度: 室温 22～24 ℃, 明
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暗交替周期 12 h。动物实验遵循山西大学动物伦理委

员会的规定并通过动物实验伦理审查 ( 批号 : 

SXULL2023022)。

仪器与设备 动物血液分析仪 (美国 DREW 公

司); 高速冷冻离心机 (力康生物科技公司); 超声波清

洗机 (昆山市超声仪器有限公司); Q Exactive高分辨液

质联用仪 (Thermo Fisher Scientific有限公司); 真空冷

冻干燥机 (宁波新芝生物科技股份有限公司)。

药品与试剂 驴胶补血颗粒 (批号: 20210114) 由

九芝堂股份有限公司提供 ; 当归补血丸 ( 批号 : 

Z41021598) 购自商丘市金马药业有限公司; 乙酸铵和

乙腈购自美国Thermo Fisher Scientific有限公司; 氨水

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司; 免疫球蛋白

G (IgG) ELISA试剂盒 (批号: AD202402) 购自山西博

萃生物科技有限公司。

动物分组、模型复制与给药 60只分娩后产仔时

间相近的母鼠随机分为两组: 其中 10只作为产后空白

对照组 (postpartum control, C组), 另外 50只用于复制

产后气血双虚模型。模型建立方法为: 用橡皮筋将不

同重量的铁丝 (大鼠体重的3%) 绑于大鼠尾部, 使其在

水面上持续游泳至力竭状态, 连续14 天 (力竭标准为大

鼠反复连续下沉, 头部连续沉入水下 3次, 且每次超过

5 s); 期间每隔一日进行一次眼眶放血 (1 mL/100 g, 

共7次)。

将复制成功的气血双虚模型大鼠随机分为 5 组, 

每组 10 只 , 分别为产后气血双虚模型组 (model, 

M组)、阳性对照当归补血丸组 (DBP, 1.89 g·kg-1)、驴胶

补血颗粒低剂量组 (LBGL, 0.84 g·kg-1)、驴胶补血颗粒

中剂量组 (LBGM, 1.68 g·kg-1) 和驴胶补血颗粒高剂量

组 (LBGH, 3.36 g·kg-1)。各组动物灌胃给药 , 每天

1次, 连续14 天, 产后空白对照组和产后气血双虚模型

组给予等体积生理盐水。于实验第 28 天, 使用异氟烷

麻醉, 收集大鼠血液、乳汁、脾脏、胸腺等生物样本并置

于超低温冰箱保存备用。

行为学指标检测 模型复制结束及药物干预结束

后依据文献方法[11,12]对各组大鼠分别进行旷场实验 

(open field test, OFT) 和爬杆实验 (pole test, PT) 行为

学指标检测。① OFT: 将每只大鼠置于旷场实验装置

中 1 min, 使其适应环境, 之后记录 4 min内大鼠穿越格

数和直立次数。每只大鼠完成实验后, 用 75%乙醇溶

液清洁旷场实验装置。② PT: 将大鼠头朝上放置于木

杆顶部, 然后让大鼠向下攀爬, 测量并记录每只大鼠爬

下木杆所需的时间。实验前, 大鼠进行一次爬杆训练。

实验期间, 连续测量3次, 并记录平均值。

血常规指标检测 模型复制结束及药物干预结束

后从大鼠的眼眶静脉丛抽取 0.2 mL血液置于抗凝管

中, 并使用动物血液分析仪对血液样本中红细胞 (red 

blood cell, RBC)、白细胞 (white blood cell, WBC)、血红

蛋白 (hemoglobin, HGB) 和红细胞压积 (hematocrit, 

HCT) 血常规指标进行检测分析。采血操作完成后使

用无菌纱布压迫大鼠眼球止血, 应用氯霉素滴眼液预

防继发感染。

免疫器官及免疫因子检测 药物干预结束后, 用

异氟烷麻醉大鼠, 收集脾脏和胸腺, 称重并计算脏器指

数, 脏器指数的计算公式为: 脏器指数 = 器官重量 (g) /

体重 (g)。采用乳头按摩法对异氟烷麻醉状态下的母

鼠进行乳汁采集, 获取乳汁样本约 0.25 mL, 冰浴条件

下合并转移至离心管并冻存于−80 ℃超低温环境。根

据免疫球蛋白G (IgG) ELISA试剂盒说明书检测各组

大鼠乳汁 IgG水平。

LC-MS乳汁代谢组学检测与数据分析

乳汁样本前处理 大鼠乳汁样本经 4 ℃低温复融

后, 使用移液器定量转移50 μL至2 mL离心管内, 注入

250 μL预冷的甲醇−乙腈−水混合溶剂 (体积比2∶2∶1)。

涡旋振荡 30 s, 4 ℃低温超声提取 5 min, 高速离心 

(13 000 r·min-1, 4 ℃) 15 min, 将上清液转移至离心管

进行真空冷冻干燥处理。待干燥完成后 , 再加入

150 μL预冷的乙腈−水混合溶剂 (体积比 1∶1) 复溶, 经

0.22 μm 滤膜过滤后转移至液相进样瓶, 进行 LC-MS

代谢组学检测。同时取各供试样品 10 μL等体积混合

均匀后制成质控 (QC) 样品并同步进行检测。

色谱条件和质谱条件 色谱条件 : 色谱柱为

Waters Acquity UPLC BEH Amide Column (1.7 μm, 

2.1 mm × 100 mm), 进样量 2 μL, 流速 0.3 mL·min-1, 柱

温 40 ℃。流动相 A 为纯水 (含 10 mmol·L-1 乙酸铵、

0.1% 氨水), B 为乙腈。流动相梯度如下 : 0～5 min, 

5% A; 0.5～9 min, 5%～30% A; 9～11 min, 30% A; 

11～13 min, 30%～60% A; 13～13.5 min, 60%～5% A; 

13.5～16 min, 5% A。质谱条件: 电喷雾离子源 (ESI), 

加热器温度 300 ℃ , 扫描模式为 Full Scan/dd-MS2, 鞘

气流速 35 arb, 扫描范围 60～900 m/z, 辅助气流速

10 arb, 毛细管温度 320 ℃ , 碰撞能量 12.5/25/37.5 eV, 

喷雾电压3.5 kV (ESI⁺)、2.5 kV (ESI⁻)。

数据处理与分析 采用Compound Discoverer 3.3

软件处理乳汁样本液质联用原始数据, 通过峰识别、质

量数校正等参数配置完成代谢物分析, 导出为Excel格

式文件, 对其进行峰面积归一化后通过SIMCA 14.1软

件进行多元统计分析。

生物靶标网络分析

改善产后气血双虚成分靶点筛选 利用 TCMSP
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数据库 (https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php) 检索 OB ≥ 

30% 和 DL ≥ 0.18 的 LBG 化学成分信息 , 结合文献报

道筛选 LBG 相关活性成分 , 随后使用 PubChem 数据

库 (https: //pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 下载活性成分

的 SMILES 结构 , 并通过 Swiss Target Prediction 数据

库 (http: //swisstargetprediction.ch/) 预测活性成分的靶

点 。 以“postpartum anemia”、“postpartum fatigue”、

“postpartum Qi and blood deficiency”[13,14]为关键检索

词 , 在 GeneCards (http: //www. genecards. org/) 和

OMIM (https://www.omim.org/) 数据库中收集疾病靶

点。将收集到的与 LBG相关的成分靶点和产后气血

双虚相关的疾病靶点分别去除重复项后取交集, 得到

LBG改善产后气血双虚的成分靶点。

生物靶标网络构建及作用靶点KEGG分析 将乳

汁代谢组学分析中 LBG回调产后气血双虚模型大鼠

的 差 异 代 谢 物 导 入 Cytoscape 3.10.2 软 件 中 的

MatScape功能模块, 构建“差异代谢物−作用靶点−相
关代谢物”生物靶标网络, 获得差异代谢物相关作用靶

点。相关代谢物为与差异代谢物在代谢网络中存在直

接或间接关联的其他代谢物。将 LBG回调产后气血

双虚模型大鼠差异代谢物的相关作用靶点与 LBG改

善产后气血双虚的成分靶点取交集, 应用ClueGo插件

对此交集作用靶点进行KEGG通路富集分析。

重要活性成分筛选与分子对接验证 在 Swiss 

Target Prediction数据库预测的活性成分作用靶点中, 

预测结果的“概率”被用于衡量活性成分与作用靶点之

间的相互作用程度, 与作用靶点所对应的“概率”排名

较高的活性成分被视为重要活性成分[15]。本研究选取

LBG 回调产后气血双虚模型大鼠差异代谢物的相关

作用靶点与 LBG改善产后气血双虚成分靶点的交集

作用靶点所对应的概率最高的活性成分作为 LBG改

善大鼠产后气血双虚的重要活性成分。利用 UniProt

蛋白质数据库 (https://www.uniprot.org/uniprotkb) 获取

交集作用靶点蛋白结构, 将蛋白导入PyMol 2.6.0软件

中进行加氢、脱氢及电荷调整等修饰, 利用TCMSP数

据库下载重要活性成分 mol2 格式。采用 AutoDock 

tools 1.5.7软件对靶点蛋白与重要活性成分进行分子

对接运算, 借助 PyMol软件对结合构象进行三维可视

化解析, 评估驴胶补血颗粒活性成分与作用靶点间的

结合效能, 验证其改善产后气血双虚的重要活性成分

和关键作用靶点。

统计学分析 采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件对

数据进行处理, 其中符合正态分布的计量资料组间差

异分析采用单因素方差分析, 不符合的则采用非参数

检验, P < 0.05表示差异有统计学意义。

结果

1　产后气血双虚大鼠模型的复制与评价

与产后空白对照组比较, 产后气血双虚模型造模

2周后, 大鼠一般外观状态表现为竖毛现象持续加重, 

伴随水声刺激时应激性惊恐反应; 口唇苍白无血色, 耳

廓血管分布稀疏; 毛发干枯稀疏, 部分区域出现脱落; 

脊柱弯曲伴精神状态不佳等。

行为学检测结果 (图 1) 显示, 与产后空白对照组

比较, 产后气血双虚模型组直立次数、穿越格数和爬杆

时间均显著下降 , 且具有显著性差异 (P < 0.05、P < 

0.01); 血常规检测结果显示模型组的红细胞、白细胞、

血红蛋白和红细胞压积水平显著下降, 且具有显著性差

异 (P < 0.01), 表明大鼠产后气血双虚模型复制成功。

2　驴胶补血颗粒改善大鼠产后气血双虚的药效学评价

2.1　驴胶补血颗粒对模型大鼠行为学指标的影响 如

图 2A所示, 与模型组比较, 驴胶补血颗粒低、中剂量组

Figure 1　Evaluation results of various indicators of the rat model 

with Qi and blood deficiency after parturition. A: Behavioral 

indicators; B: Blood routine indicators. C group: Postpartum 

control group; M group: Postpartum Qi and blood deficiency 

model group. n = 10, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs C group. PT: 

Pole test; RBC: Red blood cell; WBC: White blood cell; HGB: 

Hemoglobin; HCT: Hematocrit
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旷场穿越格子数 (P < 0.05、P < 0.01) 以及驴胶补血颗

粒中、高剂量组直立次数 (P < 0.05、P < 0.01) 均显著提

高; 驴胶补血颗粒低、中、高剂量组和当归补血丸组爬

杆时间明显增加 (P < 0.05、P < 0.01)。表明驴胶补血

颗粒能够显著改善产后气血双虚模型大鼠的活动能

力, 恢复大脑兴奋性及对环境探索欲, 提升运动耐力。

2.2　驴胶补血颗粒对模型大鼠血常规指标的影响 如

图 2B所示, 与模型组比较, 驴胶补血颗粒组和当归补

血丸组红细胞水平显著增加 (P < 0.01); 驴胶补血颗粒

中剂量组和当归补血丸组白细胞水平显著增加 (P < 

0.01、P < 0.05); 驴胶补血颗粒低、中、高剂量组和当归

补血丸组血红蛋白水平显著增加 (P < 0.01); 驴胶补血

颗粒低、中、高剂量组和当归补血丸组红细胞压积水平

显著增加 (P < 0.05、P < 0.01)。其中驴胶补血颗粒中

剂量组效果最优, 表明驴胶补血颗粒可以恢复产后气

血双虚模型大鼠的血液正常组成与功能。

2.3　驴胶补血颗粒对模型大鼠免疫器官脏器指数及

免疫因子的影响 如图 2C所示, 与模型组比较, 驴胶

补血颗粒低、中、高剂量组和当归补血丸组均显著增加

脾脏指数 (P < 0.01、P < 0.05); 驴胶补血颗粒低、中剂

量组显著增加胸腺指数 (P < 0.05); 且驴胶补血颗粒

低、中、高剂量组和当归补血丸组能够显著增加乳汁

IgG水平 (P < 0.01、P < 0.05)。结果表明, 驴胶补血颗

粒可能恢复产后气血双虚模型大鼠脾脏和胸腺免疫功

能, 以及通过增加乳汁 IgG含量, 为免疫器官和免疫细

胞正常行使功能提供充足的物质基础与能量供应。

3　代谢组学分析

3.1　驴胶补血颗粒对产后气血双虚大鼠乳汁中代谢

物水平的影响 基于OPLS-DA的代谢物分布模式分

析中 R2X 为 0.812, R2Y 为 1, Q2为 0.782, 模型组代谢轨

迹与其他实验组显著偏离, 证实模型组存在代谢稳态

失衡。驴胶补血颗粒中剂量组、当归补血丸组均远离

模型组, 且驴胶补血颗粒中剂量组与产后空白组距离

更近, 表明驴胶补血颗粒干预可显著改善产后气血双

虚模型大鼠的乳汁代谢紊乱状态 (图3A)。通过200次

置换检验评估OPLS-DA统计分析模型有效性, 结果显

示Q2回归线在纵坐标轴上的截距为负值, 证实该统计

分析模型无过拟合风险 (图 3B)。产后空白对照组与

Figure 2　Effects of Lvjiaobuxue Granule (LBG) in improving Qi and blood deficiency of postpartum rats. A: Behavioral indicators; B: 

Blood routine indicators; C: Organ index and immune factor IgG. n = 10, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs C group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs M 

group. LBGL: Low-dose group of LBG (0.84 g·kg-1); LBGM: Medium-dose group of LBG (1.68 g·kg-1); LBGH: High-dose group of LBG 

(3.36 g·kg-1); DBP: Dangguibuxue pill group (1.89 g·kg-1)
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产后气血双虚模型组OPLS-DA代谢物分布模式分析

中 R2X 为 0.445, R2Y 为 1, Q2为 0.689, 产后气血双虚模

型组代谢轨迹与空白对照组显著分离 (图3C)。

以P < 0.05和VIP ≥ 1 (图 3D) 为筛选标准, 共鉴定

出乳汁中 35个与产后气血双虚密切关联的差异代谢

物 (补充表 1), 与产后空白对照组相比, 产后气血双虚

模型组大鼠乳汁中亚油酸、富马酸和腺苷等 28个内源

性差异代谢物含量显著降低, 而花生四烯酸、胸苷和哌

啶等7个内源性差异代谢物含量显著增加。

与模型组比较, 驴胶补血颗粒干预能有效调节产

后气血双虚模型大鼠乳汁中 20个内源性代谢物的异

常波动 (图 4), 表现出显著的代谢稳态恢复效应, 涵盖

氨基酸及其衍生物 [L-天冬氨酸、赖氨酰缬氨酸、3-甲

基组氨酸、3-(磺氧基)-L-酪氨酸、N-乙酰鸟氨酸]、脂肪

酸及其衍生物亚油酸、核苷及核苷酸类 (尿苷、腺苷、

尿嘧啶、二氢胸腺嘧啶)、糖类 (L-山梨糖、N-乙酰神经

氨酸)、有机酸类 (D-苹果酸、富马酸、异烟肼 α-酮戊二

酸)、其他含氮化合物 (甘油磷酰胆碱、乙酰胆碱、哌啶、

N-乙基顺丁烯二酰亚胺、异烟肼), 从多通路证实其改

善产后乳汁质量、缓解气血双虚的作用。

3.2　差异代谢物与药效学检测指标相关性分析 为

了更直观地体现驴胶补血颗粒回调的乳汁差异代谢物

与驴胶补血颗粒改善行为学指标异常、血常规指标及

免疫指标变化之间的相关性, 使用联川生物在线分析

平台 (https://www.omicstudio.cn/tool) 进行相关性网络

热图分析。由相关性分析结果 (图 5) 可知, 红细胞和

穿越格数与腺苷呈正相关, 直立次数与赖氨酰缬氨酸

和N-乙酰鸟氨酸呈正相关, 以及爬杆时间与亚油酸呈

正相关 (P < 0.05), 表明腺苷、赖氨酰缬氨酸、N-乙酰鸟

氨酸及亚油酸等内源性代谢物水平的升高可能有助于

驴胶补血颗粒改善大鼠产后气血双虚。

4　生物靶标网络分析

4.1　驴胶补血颗粒改善产后气血双虚靶点获取 对

TCMSP数据库找出的驴胶补血颗粒化学成分进行整

理后, 结合文献报道[16,17]共筛选出 40个活性成分, 具体

成分信息如补充表 2所示。随后使用PubChem数据库

下载上述 40 个活性成分的 SMILES 结构 , 并导入至

Swiss Target Prediction 数据库收集活性成分的靶点 , 

去除重复值后共获得 488 个活性成分靶点。对

GeneCards和OMIM数据库中找出的产后气血双虚疾

病靶点进行整理后共获得 1 220个疾病靶点。将收集

到的与驴胶补血颗粒相关的成分靶点和产后气血双虚

相关的疾病靶点取交集, 得到 154个驴胶补血颗粒改

善产后气血双虚的成分靶点。

Figure 3　Multivariate data analysis from metabolomics of the C group, M group, LBGM group and DBP group. A: The OPLS-DA score 

spots of all groups; B: Prediction of statistical analysis model; C: The OPLS-DA score spots of C and M; D: Differential metabolite S-plot map
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4.2　差异代谢物生物靶标网络构建及作用靶点

KEGG 分析 针对差异代谢物的靶点溯源及代谢通

路解析需求, 运用Cytoscape 3.10.2的MetScape插件创

建“差异代谢物−作用靶点−相关代谢物”三元交互网

络 (补充图 1), 共涉及 115个乳汁差异代谢物调控作用

靶点。将驴胶补血颗粒改善产后气血双虚的 154个成

分靶点与差异代谢物调控的 115 个作用靶点取交集, 

获得 10 个交集作用靶点 , 分别为 CYP1A1、CYP1A2、

Figure 4　Improvement of LBG on milk differential metabolites in a rat model of postpartum Qi and blood deficiency. n = 8, x ± s. *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs C group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs M group
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CYP19A1、CYP2C9、ALOX5、CYP2D6、CYP3A4、

FADS1、ACHE 和 ADA, 10 个交集作用靶点所调控的

差异代谢物为亚油酸、乙酰胆碱和腺苷。

应用Cytoscape 3.10.2的ClueGo插件对 10个交集

作用靶点进行KEGG分析 (补充表 3与图 6), P值越小

提示通路越关键, 主要涉及细胞色素P450对外源物质

的代谢、类固醇激素生物合成、视黄醇代谢、药物代谢、

化学致癌作用、亚油酸代谢和卵巢类固醇生成代谢通

路。中医“气血”与性激素水平密切相关, 类固醇激素

直接参与子宫内膜修复、泌乳启动及能量代谢 , 而

CYP450通路更偏向“解毒”功能。此外, 类固醇激素

生物合成通路基因是差异代谢物亚油酸相关作用靶

点, 差异代谢物与药效学检测指标相关性分析表明亚

油酸水平的升高有助于改善产后气血双虚, 亚油酸通

过FADS1转化为花生四烯酸, 回调的亚油酸可能通过

促进胆固醇合成间接增强类固醇生成, 因此认为类固

醇激素生物合成是驴胶补血颗粒改善大鼠产后气血双

虚的关键通路。

4.3　重要活性成分的确定与分子对接验证 如补充表4

所示为 10个交集作用靶点所对应的活性成分, 选择概

率最高的活性成分作为驴胶补血颗粒改善大鼠产后气

血双虚的重要活性成分, 筛选出木犀草素、咖啡酸、阿魏

酸、苍术内酯 III、梓醇和黄芪甲苷 II 6个成分, 提示这些

成分可能是驴胶补血颗粒改善大鼠产后气血双虚的关

键药效物质基础。分子对接结果 (图7) 表明, 木犀草素

与 ALOX5、ACHE 和 CYP19A1的结合能分别为−8.6、 

 − 8.5 和 − 8.4 kJ·mol-1, 咖啡酸与 CYP1A2、CYP2C9、

CYP3A4的结合能分别为−8.1、−6.4和  −7.7 kJ·mol-1, 阿

魏酸与CYP1A1的结合能为−6.2 kJ·mol-1, 苍术内酯 III

与 FADS1的结合能为−7.2 kJ·mol-1, 梓醇与 ADA的结

合能为−7 kJ·mol-1, 黄芪甲苷 II 与 CYP2D6 的结合能

为−8.5 kJ·mol-1。10 对成分−靶点配体的结合能均低

于−4.25 kJ·mol-1, 证实其存在显著相互作用。

讨论

母乳和血液有物质交换与运输及激素调节的密切

联系。血液是营养物质的运输载体, 母体通过消化系

统吸收的蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生素和矿物质

等营养成分进入血液循环。在乳腺组织中, 乳腺细胞

通过特定的转运机制从血液中摄取这些营养物质, 用

于合成母乳中的相应成分, 且血液中的多种免疫因子, 

如免疫球蛋白 (IgG、IgA)、乳铁蛋白和细胞因子等可以

通过乳腺上皮细胞的选择性转运进入母乳, 成为母乳

中重要的免疫保护成分, 帮助新生儿抵抗感染。

当前母乳代谢组学多体现于新生儿早期疾病的预

防治疗及子代远期生长发育等方面[18], 本研究将代谢

Figure 5　Correlation network and heatmap analysis between differential metabolites and pharmacodynamic indicators
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组学技术拓展至母体病理机制探索领域, 建立产后气

血双虚大鼠模型, 系统解析乳源小分子差异代谢物特

征, 并结合生物靶标网络分析, 阐释驴胶补血颗粒改善

产后气血双虚的作用及调控机制。驴胶补血颗粒显著

改善了产后气血双虚模型大鼠的异常药效学指标, 并

回调了模型组乳汁中 20种内源性差异代谢物的变化, 

生物靶标网络分析显示驴胶补血颗粒中木犀草素、咖

啡酸、阿魏酸可能通过分别调控 CYP19A1、CYP1A1、

CYP1A2 和 CYP3A4 靶点, 影响乳汁中亚油酸内源性

代谢物变化, 调节类固醇激素生物合成信号通路来发

挥其改善产后气血双虚的作用, 但本研究提出的机制

假设需通过药理学实验进一步验证。

直立次数反映了大鼠的探究行为和对新环境的好

奇心[19], 其次数多少可以体现大鼠的精神状态、活动能

力和探索能力; 穿越格数越多, 说明大鼠运动能力越

强。爬杆时间越短, 表示大鼠运动耐力越弱。已有研

究证实气血双虚小鼠爬杆时间显著降低[20], 且气虚血

瘀证模型动物在旷场实验中平均速度、总路程和总移

动时间较空白组显著下降[21]。本研究中经 2周模型构

建后, 大鼠直立次数减少, 气血双虚致大鼠大脑兴奋性

降低, 进而减少直立探究行为; 穿越格数下降表明大鼠

活动能力和兴奋性大幅降低, 活动范围缩小; 爬杆时间

降低表明气血双虚无法为肌肉提供充足营养与能量, 

肌肉协调能力和运动耐力全面下降。给予驴胶补血颗

粒和当归补血丸干预后, 大鼠行为学指标均有不同程

度改善, 表明药物可以改善大鼠身体状况与精神状态, 

恢复大脑兴奋性及对环境探索欲, 为肌肉组织提供丰

富营养, 提升运动耐力。

研究报道, 气血双虚模型小鼠RBC、WBC、HGB和

血小板水平均显著下降, 气血双虚模型小鼠RBC、WBC、

血小板和HGB水平均显著下降[22], 在本研究中经 2周

模型构建后, RBC、HGB、HCT与WBC含量均显著降低, 

显示产后气血双虚模型大鼠发生较严重的病理改变。

给予驴胶补血颗粒和当归补血丸干预后，各项血常规

指标不同程度地改善, 血液正常组成与功能得以恢复。

气血双虚模型大鼠胸腺和脾脏均会出现显著萎缩

的情况[23], 本研究给予驴胶补血颗粒和当归补血丸干

预后, 脾脏和胸腺脏器指数得到显著回调, 表明药物干

预可能恢复脾脏和胸腺免疫功能, 增强机体抗病能力。

IgG作为乳汁中重要的免疫活性物质, 对新生幼鼠的

免疫防御极为关键, 直接关系到新生幼鼠的体液免疫

能力[24]。经 2周模型构建后, 乳汁 IgG含量显著降低, 

Figure 6　KEGG pathway analysis of the action targets of LBG
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Figure 7　Visualizations of the combination of important active components and targets in LBG. A: Luteolin and ACHE; B: Catalpol and 

ADA; C: Luteolin and ALOX5; D: Ferulic acid and CYP1A1; E: Caffeic acid and CYP1A2; F: Caffeic acid and CYP2C9; G: Astragaloside 

II and CYP2D6; H: Caffeic acid and CYP3A4; I: Luteolin and CYP19A1; J: Atractylenolide III and FADS1. ACHE: Acetylcholinesterase; 

ADA: Adenosine deaminase; ALOX5: Arachidonate 5-lipoxygenase; CYP: Cytochrome P450; FADS1: Fatty acid desaturase 1
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说明气血双虚干扰了机体免疫功能, 给予驴胶补血颗

粒和当归补血丸干预后 IgG含量回升, 助力幼鼠建立

被动免疫, 增强抵抗外界病原体的能力[25]。

亚油酸是人体必需脂肪酸, 研究表明亚油酸对于

婴儿和儿童的生长发育尤为重要, 孕妇和哺乳期妇女

摄入足够的亚油酸, 有助于胎儿和婴儿的健康发育[26]。

给予驴胶补血颗粒干预后亚油酸含量上升, 有助于维

持乳汁中脂肪酸的正常组成和含量。而且亚油酸能够

改善脂溶性维生素吸收和调节脂肪酸能量供应[27], 其

代谢产物 (如前列腺素前体) 参与调节子宫收缩和乳

汁分泌, 促进产后能量恢复。此外, 木犀草素可以促进

亚油酸向抗炎介质转化, 改善产后炎症反应。阿魏酸、

咖啡酸具有免疫调节和抗氧化作用[28], 阿魏酸抑制脂

氧合酶和前列腺素 E2, 发挥抗炎作用[29]; 咖啡酸提升

巨噬细胞的活力和吞噬能力, 调节免疫系统、内分泌系

统, 协同改善产后激素失衡[30]。

研究表明, 类固醇激素中糖皮质激素可以治疗免

疫性血小板减少症, 增加免疫性血小板减少症患者血

小板水平, 改善面色萎黄、体倦乏力症状[31]; 类固醇激

素还具有强大的免疫抑制作用 , 通过诱导 T 细胞中

IL-7R和CXCR4的表达以及T细胞在淋巴器官中的积

累来增强免疫反应[32]; 在自身免疫性疾病导致的溶血

性贫血情况下, 类固醇激素通过抑制异常免疫反应, 有

助于缓解病情, 间接利于造血功能的恢复和机体整体

状况的改善[33]。驴胶补血颗粒可能通过激活卵巢类固

醇生成, 促进雌激素和孕激素的合成, 调控子宫内膜增

殖和修复[34], 从而发挥其改善大鼠气血双虚的作用。

综上, 本研究将代谢组学结合生物靶标网络分析

及分子对接技术, 发现驴胶补血颗粒的重要活性成分

木犀草素、阿魏酸和咖啡酸通过调控 CYP19A1、

CYP1A1、CYP1A2 和 CYP3A4 靶点, 影响乳汁亚油酸

内源性代谢物, 调节类固醇激素生物合成代谢通路改

善大鼠产后气血双虚, 尽管多组学分析支持该调控网

络的合理性, 但其因果关系仍需基于实验证据的因果

推断。本研究为驴胶补血颗粒治疗产后气血双虚提供

了理论依据, 也为中医药治疗产后气血双虚提供了新

的思路和方向。
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